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eignen sich zur Herstellung von Arzneimitteln zur Modulation der Apoptose. Diese Verbindungen kfinnen zur Behand- . 
lung von Infarkt, Stroke, Neurodegeneration Oder hypertrophischen Erkrankungen eingesetzt werden. 
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Beschreibung 

Bei der Apoptose handelt es sich im Gegensatz zur Nekrose um einen genetisch korrtrolliert verlaufenden (pro- 
grammierten) Zelltod, der essentieller Bestandteil des Lebens mehrzelliger Organismen ist. 

Im Gegensatz zu diesem normalen und lebensnotwendigen Apoptoseprozess sind zahlreiche Krankheitsformen 
Oder deren Symptome Ausdruck einer abnormalen, d.h. a) ausufernden oder b) unterdruckten Apoptose [a): infarkt, 
Stroke oder Neurodegeneration, b) hypertrophische Erkrankungen]. Heilungsvorgange von Krankheiten kCnnen somit 
durch Unterdruckung oder Aktivierung der Apoptose mGglich sein (z.B. Querschnittsiahmung, Immunabwehr usw.). 
Apoptose veriauft nach Induktion definierter Todessignale, beispielsweise durch Stimulation bestimmter Rezeptoren 
(z.B. Fas-Rezeptor), uber eine sekundar induzierte komplexe Kaskade von ineinandergreifenden biochemischen Ereig- 
nissen, an deren Ende die Auf lOsung der intakten Zelle zu Membran-abgepackten Einheiten steht, die vom KOrper 
ohne oder nur mit geringem Schaden fur die umliegenden Zellen (Gegensatz zur Nekrose) entsorgt werden kOnnen. 
Dabei sind in manchen Fallen die Ubergange zwischen Nekrose und Apoptose flieBend; so gibt es Faile, in denen 
Nekrose zur Apoptose (oder umgekehrt) fiihrt (z.B. Infarkt, Stroke etc.). 

Cofilin. ein 19 kDa groBes aktinbindendes Protein, spielt als costimulatorischer Faktor in T-Zellen eine entschei- 
dende Rolle bei der Immunreaktion. Cofilin liegt im Cytosol phosphoryliert vor und wird nach Dephosphorylierung in 
den Zellkern transportiert. Hierbei dient es offenbar als Schleppermolekul fur das Protein Aktin, welches keine nukleare 
Erkennungssequenz besitzt und als DNAse-l-lnhibitor bekannt ist. Durch diesen Mechanismus kann der Phosphorylie- 
rungsgrad des cytosoiischen Cofilins einen regulierenden und modulierenden EinfluB auf die Apoptose von Zellen neh- 
men. 

Es wurde nun gefunden, daB Verbindungen der Formel I und II geeignet sind, die Dephosphorylierung von Cofilin 
zu hemmen und damit haben sie einen modulierenden EinfluB auf die Apoptose. 

Die Erfindung betrifft daher die Verwendung von mindestens einer Verbindung der Formel I oder II 



und/oder eine gegebenenfalls stereoisomere Form der Verbindung der Formel I oder II und/oder ein physiologisch ver- 
tragliches Salz der Verbindung der Formel I, wobei 




O 




(ID 



R 1 fur 



a) (C r C 4 )-AlkyI 

b) (C 3 -C 5 )-Cycloalkyl f 

c) (C 2 -C 6 )-Alkenyl oder 

d) (C 2 -C 6 )-Alkinyl, steht, 



R 2 fur 
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a) -CF 3 . 

b) -0-CF 3 , 

c) -S-CF 3 , 

d) -OH, 

e) -N0 2 , 

f) Halogen, 

g) Benzyl, 

h) Phenyl, 

i) -O-Phenyl, 
k) -CN, 

I) -O-Phenyl, ein oder mehrfach substituiert mit 

1) (C r C 4 )-Alkyl, 

2) Halogen, 

3) -O-CF3 oder 

4) -0-CH 3l steht, 

R 3 fur 

a) (C r C 4 )-Alkyl, 

b) Halogen oder 

c) ein Wasserstoffatom steht, und 

Xfur 

a) eine -CH-Gruppe oder 

b) ein Stickstoffatom, steht, 

zur Herstellung von Arzneimitteln zur Modulation der Apopto.se. 

Bevorzugt ist der Einsatz einer Verbindung der Formel I oder II und/oder eine gegebenenfalls stereosiomere Form 
der Verbindung der Formel I oder II und/oder ein Salz der Verbindung der Formel I, wobei 

R 1 fur 

a) Methyl, 

b) Cyclopropyl oder 

c) (C 3 -C 5 )-Alkinyl steht. 

R 2 fur -CF 3 oder -CN steht. 

R 3 fur Wasserstoffatom oder Methyl steht, und 

X fur eine -CH- Gruppe steht. 

Insbesondere bevorzugt ist die Verwendung von N-(4-Trrfluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy-crotonsaureamid, 2- 
Cyano-3-cyclopropyl-3-hydroxy-acryls&ure-(4-cyanophenyl)-amid oder N-(4-Trifluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy- 
hept-2-en-6-in-carbonsaureamid. 

Die Herstellung der Verbindungen der Formel I und II erfolgt nach bekannten Verfahren wie sie in EP 484 223, EP 
529 500. US 4 061 767, EP 538 783 oder EP 551 230 beschrieben werden. 

Unter dem Begriff Alkyl, Alkenyl oder Alkinyl werden Reste verstanden, deren Kohlenstoffkette geradkettig oder 
verzweigt sein kann. Ferner kdnnen die Alkenyl- oder Alkinyl-Reste auch mehrere Doppelbindungen beziehungsweise 
mehrere Dreifachbindungen enthalten. Cyclische Alkylreste sind beispielsweise 3- bis 5-gliedrige Monocyclen wie 
Cyclopropyl, Cyclobutyl oder Cyclopentyt. Unter "Modulation der Apoptose" wird die Inhibierung oder Induktion der 
Apoptose verstanden. 

Die Ausgangsstoffe der chemischen Umsetzungen sind bekannt oder lassen sich nach literaturbekannten Metho- 
den leicht herstellen. 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Modulation der Apoptose das dadurch 
gekennzeichnet ist, daB man die Verbindung der Formel I oder II mit einem physiologisch annehmbaren Trager und wei- 
teren geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungsform bringt. 

Die erfindungsgemSBen Arzneimittel werden parenteral, oral, rektal oder gegebenenfalls auch topisch appliziert. 
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Geeignete teste «- ^»*ZSZ^ 
Tab.etten 9 (Mikro)Kapseln. ubliche Hilfsmittel, wie^ Tragerstoffe. 

gen sowie Praparate mit protrah.erter W 1 ^^;^^!^ Ge schmacksstoffe. SiiBungsmrttel oder Losungs- 

genannt. d Verbindung der Formel I oder II kfinnen diese Verbtndungen 

Aufgrund der pharmakologischen Bgenschafl » ^"J ungcw Erkrankungen mit ausufernder Apoptose w.e 
zur gezfelten Modulation der Apoptose emgesetzt werdea Da ™ J ^ Myome , Muskelatro- 
S Stroke. Transpiantatfonen. A^toimmun ^^^X^ ^ 

Erkrankungen behandelt werden. nn ^ runasein heiten hergestellt und verabreicht, wobei jede E.nhert : als akb- 

Vorzugsweise wird die Zuberertung .n ^^2^^^,!, , un d/oder II und/oder physiologisch vertraghche 
ver Bestandteil eine bestimmte Dos.s von der Verbindung der ™™ (70 k } sind in fr Qhen Phasen e.ne .ntra- 

i zeder Verbindung der Formel I ^ ha ^ ^ Sind ™? 

2 o venose Infusionsbehandlung von max.mal 350 mg pro ^9 jnd'Z^ert n a sp e 1Q bis 50 mg . inS be- 

" dr^osen in einer Menge von 2 mg bis SSrTundtodar der entsprechenden Baize der 

sondere bevorzugt 10 mg bis 20 mg der V ^'^" n ^ D ™ ng - st se | b stverstandlich abhangig von verschiedenen 
Verbindung der Forme. I indiziert. Die ^" d ^ Alter, Gewicht, allgemeinen Gesundhe.tszu- 

Faktoren wie dem zu behandelnden Lebewesen^ ^- <g«^ eventue |len Begleiterkrankungen (falls vor- 
25 stand demSchweregradderSymptome.der zubehande^en Er™ der Behandlung- Die 

' Sen), der Art der beg.eitenden Beh -^ 
Dosierungen werden im allgememen ^ h ^ °^^°^ e(bei an der empfohlenen Tagesdoas der jewe,!,- 
verwendeten Mengen an Verbindung <^ !^ ".Snduno der Formel I oder II. „ k . 
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Beispiel 1 

Pharmakologische Prufung 
1 .1 Zellkultur 
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50 



^ M ATrr mnrkville MD) bezogen und in DMEM (Sigma, St. 
Die murine Makrophagenzellinie RAW 264.7 wurde von JWHo*J^ ^ ^ Ny) 
Louis MO) mit 4.5 g Glucose/1. 1 10 mg NatrumpyruvatA 10 A Htee inara e paS sagiert und einen Tag 

£££U»^*< (50 U/50 mg/mj **" ° iCWnS ° n ^ 

vor Beginn des Experiments zu 2*1 0 6 Zellen .n G «J^J^^ii um verS orgt und die Praparate in den entspre- 
defoerg. Deutschland) ausgebracht. Die Z ^"^^^ 

^ungT*^^ 

££fe^^ 10 ^ 1 stunde 

nach der Vorinkubation mit dem Praparat durchgefuhrt. DMSO) wurden mit Medium auf 

Azotes einer StammlOsung von ^^SS^^ ZeS wurden fur 24 Stunden (h) bei ZTC in 10 
eine Konzentration von 1 ng/ml verdOnnt und be. -20 C gelagert. u 



% CO2 inkubiert 
1 .2 Probenvorbereitung 



55 



lis rronwivuiuciciiM»» 

^ • ci rt w^«hnrp<iftaualitat und wurden von Millipore Co. 
wird. 
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Die 2-D-Elektrophorese (2-DE) wurde mit dem Investigator System® (Millipore) durchgefuhrt, und die Proben wur- 
den nach der Vorschrift des Herstellers mit kleinen Ver£nderungen aufgearbeitet. Die adharenten murinen Makropha- 
gen wurden auf Eis stehend dreimal je 60 Sekunden mit 10 mi eiskaltem PBS gewaschen. 

AnschlieGend wurden die Zellen in 1 ml kochendem Lysispuffer, bestehend aus 0,3 g SDS, 3,088 g DTT, 0,444 g Tris- 
5 HCI und 0,266 g Tris Base, in 100 ml lysiert Das Zellysat wurde abgeschabt und in einem 2 ml ProbengefSB fur 10 
Minuten (min) in kochendem Wasser erhitzt. 

Polynucleotide wurden durch Zusatz von Benzonase® (Merck. Darmstadt, Deutschland) in 30 min bei 37 °C gespalten. 
An dieser Stelle der Probenvorbereitung wurde ein Aliquot entnommen, und der Proteingehalt nach der Methode von 
Popov bestimmt. 

w Fur die 2-DE wurden die Proteine der Probe durch tropfenweise Zugabe zu eiskaltem Aceton (80 % v/v) ausgefailt. 
Die Probe wurde fur 20 min auf Eis gekuhlt und anschlieBend bei 240 g 10 min zentrifugiert Das angetrocknete Pellet 
wurde in einem Teil Lysispuffer und vier Teilen eines Probenpuffers zu einem Proteingehalt von 5 mg/ml aufgenommen: 
Der Probenpuffer besteht aus 59,7 g Harnstoff, 4,0 ml NP-40. 1,54 g DTT, 5,5 ml TrSgerampholyten (pH 3-10, 2-DE 
optimiert) in 100 ml. UngelOstes Material wurde vor der Elektrophorese durch Zentrifugation der Proben bei 16000 x g 

is abgetrennt. 

1.3 2-DE Gel-Elektrophorese 

Die hochauflOsende Zwei-Dimensionale Gel-Elektrophorese wurde nach der Methode von O'Farrell mit Modifika- 
20 tionen, wie sie von Garrels beschrieben wurden. durchgefuhrt. Dazu wurde das Millipore Investigator® 2-D Elektropho- 
rese System (Millipore Co., Bedford, MA) eingesetzt. 

Die isoelektrische Fokussierung wurde in Glaskapillaren (1 mm im Durchmesser) mit einem 0.08 mm dicken 
Faden, der ein Dehnen und ReiGen des Stabchens verhindert, durchgefuhrt. Das lEF-Gel besteht aus einer 4,1 % T, 

2.4 % C Polyacrylamidmatrix, die aus einer 30,8 % T, 2,6 % C Stammldsung hergestellt wurde. 9,5 M Harnstoff, 2,0 % 
25 (v/v) NP-40, 10 mM Chaps und 2 % (v/v) TrSgerampholyten (pH 3-10, 2-DE optimiert). 

Als Anodenpuffer wurde 0,01 M H 3 P0 4 , als Kathodenpuffer 0,1 M NaOH benutzt. Vor der Vorfokussierung zur Ausbil- 
dung des pH-Gradienten wurden 15 (J eines Probenuberschichtungspuffers, bestehend aus 0.5 M Harnstoff, 0.2 % 
(v/v) NP-40, 0.1 % (v/v) Tragerampholyten und 50 mM DTT, appliziert. Das Spannungsmaximum von 1500 Volt wurde 
innerhalb von 90 Minuten bei einem maximalen Strom von 1 1 0 ^A/Gel erreicht. Nach der Vorfokussierung wurden 20 

30 yd der Probe (100 ng Protein) und weitere 15 |il Uberschichtungspuffer aufgetragen. 

Die isoelektrische Fokussierung der Proteine erfolgte innerhalb von 18000 Vh. Nach Beendigung der Elektropho- 
rese wurden die StSbchen auf Eis gekuhlt und in einem Puffer, bestehend aus 0.3 M Tris Base, 0,075 M Tris HCI, 6 % 
SDS, 50 mM DTT und 0,01 % Bromphenolblau, aquilibriert. Die Stabchengele wurden direkt auf die Oberfiache des 
Vertikalgels der zweiten Dimension uberfuhrt Oder bis zum Gebrauch bei - 20 °C gelagert. Die zweite Dimension wurde 

35 in einem SDS-Gradientengel (10 - 17 %) ohne Sammelgel durchgefuhrt. Der Gradient wurde durch Mischen zweier 
Gelldsungen hergestellt. 

A: 100 ml Acrylamid (30,5 % T, 1 ,64 % C), 73 ml Tris (1 ,5 M, pH 8,8), 123 ml H 2 0. 3 ml SDS (10 %), 150 nl TEMED 
und 750 jllI Ammoniumperoxodisuifat (10 %). 
40 B: 170 ml Acrylamid, 73 ml Tris, 66,78 g Glycerin, 3 ml SDS, 150 ul TEMED. 750 nl Ammoniumperoxodisuifat. 

Die Elektrophorese wurde uber Nacht bei konstanter Temperatur in einem Laufpuffer, bestehend aus 25 mM Tris- 
Base, 192 mM Glyzin und 0.1 % SDS. durchgefuhrt bis die Bromphenolblaufront etwa 1 cm vom Ende des Gels entfernt 
war. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Proteine im Gel nach Heukeshoven und Dernick mit Silberrea- 
45 genz angefSrbt 

Die Analyse der 2-D-Gele und die Herstellung synthetischer Bilder wurde mit dem Biolmage System (Biolmage 
Systems Co.) durchgefuhrt. Das erhaltene Proteinmuster wurde von einer Kodak Megaplus Camera Model 1 ,4 ges- 
cannt und die Daten wurden von einer HAM-Station prozessiert. 

so 1.4 Ergebnisse 

Die Ergebnisse der unstimulierten Kontrolle wurden gleich 100 % gesetzt. Die Zugabe von LPS (10 ng/ml) fuhrte 
zu einer 50 % Dephosphorylierung von Cofilin. Die gleichzeitige Applikation von LPS (10 ng/ml) und Verbindung 1 (60 
*iM) fuhrte dagegen zu keiner Dephosphorylierung von Cofilin. Daher ergab sich in Anwesenheit von Verbindung 1 eine 
55 100 %ige Hemmung der Dephosphorylierung von Cofilin in den Makrophagen im Vergleich mit der Hemmung, die bei 
den nur mit LPS behandelten Makrophagen erzielt wurde. 

Die Zugabe von LPS (10 ng/ml) und 20 *iM Verbindung 1 oder 10 uA/l Verbindung 1 ergab dieselbe Dephosphory- 
lierung von Cofilin wie ohne Zugabe von Verbindung 1 . Daher fuhren 20 ^M oder 10 pM der Verbindung 1 nicht mehr 
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zu einer Hemmung der Dephosphorylierung von Cof ilin. 



Patentanspriiche 

5 1. Verwendung von 



mindestens einer Verbindung der Formel I und/oder II 
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15 




(l) 



20 



25 




(li) 



30 



35 



40 



45 



50 



und/oder eine gegebenenfalls stereoisomer Fornr , der 
vertragliches Salz der Verbindung der Formel I, wobei 



Verbindung der Formel I oder II und/oder ein physiologisch 



R 1 fur 



R 2 fur 



55 



a) (C r C 4 )-Alkyl 

b) (C 3 -C 5 )-Cycloalkyl, 

c) (C 2 -C 6 )-Alkenyl oder 

d) (C 2 -C 6 )-Alkinyl, steht, 



a) -CF 3 , 

b) -0-CF 3 , 

c) -S-CF 3 , 

d) -OH, 

e) -N0 2 , 

f) Halogen, 

g) Benzyl, 

h) Phenyl, 

i) -O-Phenyl, 

l)^0-Phenyl, ein oder mehrfach substituiert mit 

1) (CrC 4 )-Alkyh 

2) Halogen, 

3) -0-CF 3 oder 

4) -0-CH 3 , steht, 
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R 3 fur 



Xfur 



a) (C r C 4 )-Alkyl, 

b) Halogen oder 

c) ein Wasserstoffatom steht, und 



a) eine -CH-Gruppe oder 
10 b) ein Stickstoffatom, steht 

zur Herstellung eines Arzneimittels zur Modulation der Apoptose. 

2. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Verbindung der Formel I und/oder II 
75 und/oder eine gegebenenfalls stereoisomere Form der Verbindung der Formel I oder II und/oder ein Salz der Ver- 
bindung der Formel I, wobei 



R 1 fur 



20 a) Methyl, 

b) Cyclopropyl oder 

c) (C 3 -C 5 )-Alkinyl steht, 

R 2 fur CF 3 oder CN steht, 
25 R 3 fur ein Wasserstoffatom oder Methyl steht, und 
X fur . eine -CH-Gruppe steht, 



einsetzt 

30 3. Verwendung gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man N-(4-Trifluormethylphenyl)-2-cyan-3- 
hydroxy-crotons&ureamid, 2-Cyano-3-cyclopropyl-3-hydroxy-acrylsaure-(4-cyanophenyl)-amid Oder N-(4-Trifluor- 
methylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy-hept-2-en-6-in-carbonsaureamid einsetzt. 

4. Verwendung gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3 zur Behandlung von Infarkt, Stroke, Transplanta- 
35 tionen, Autoimmunerkrankungen, Entzundungen, Neurodegeneration, Myome, Muskelatrophie, Kachexie, Muskel- 

dystrophie, Systemic Inflammation Response Syndrome (SIRS), Adult Respiratory Distress Syndrome (ARDS). 
zerebrale Malaria, Narbenbildung, Lungensarkosidose, Darmentziindungen, chronische Lungenerrtzundung, 
Reperfusionsschaden, Verbrennungsschaden, Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS), Krebs, Erkrankun- 
gen mit erhChten Proteinverlust, chronische Niereninsuffizienz oder hypertrophischen Erkrankungen. 

40 

5. Verwendung gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3 zur Hemmung der Dephosphorylierung des Pro- 
teins Cofilin. 

6. Verwendung gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung 
45 der Formel I und/oder II in einer Dosis von 2 mg bis 250 mg, insbesondere von 10 mg bis 50 mg, verabreicht wird. 

7. Verwendung gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB man zusatzlich 
Antiuricopathika, Analgetika, steroidale oder nichtsteroidale Antiphlogistika, Thrombocytenaggregationshemmer 
oder immunsuppressive Verbindungen einsetzt. 

50 

8. Verwendung gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man zusatzlich Cylosporin A, FK 506 oder Rapa- 
mycin einsetzt. 

9. Arzneimittel zur Modulation der Apoptose, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Verbindung der Formel I 
55 und/oder II def iniert wie in den Anspruchen 1 bis 3 einsetzt. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Modulation der Apoptose gemaB Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man eine Verbindung der Formel I oder II definiert wie in den Anspruche 1 bis 3 mit einem physiolo- 
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gisch annehmbaren TrSger und weiteren geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen in eine geeignete 
Darreichungsform bringt. 
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